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た。ウイルスの検出は，特に記さない限りELISA法を用いて行った（CLARK and ADAMS, 1977）。
３．「No.4-7」のゲノム内における導入遺伝子のコピー数の推定
sat55-1遺伝子組換えホモ個体である「No.4-7」（98年採種，4-7/98）とその自殖後代（99年採
種，4-7/99）から，CTAB法（MUURRAY and THOMPSON, 1980）によりゲノムを抽出し，制限酵素
（XbaI, EcoRI, HindIII, PstI，各10 units/μg DNA）で消化後，0.8％（w/v）アガロースゲルによ
り電気泳動し，ナイロンメンブレンHybond N+（GEヘルスケア）に転写し，これをサザンハイ
ブリダイゼーション用フィルターとした。プローブの標識，ハイブリダイゼーションおよび検出



















PCR（RNA PCR kit ver.1.0, TaKaRa, Japan）を行った。増幅断片をTA-cloning法によりクローニ
ングし，各試料につき３クローンの塩基配列をダイターミナルシークエンス反応によ
り，Genteic Analyzer ABI 310 （ABI, USA）を用いて調べた。
また，CMV感染タバコ葉から精製したRNAを鋳型に，CMV subgroup IのRNA１および２の全長
を増幅するプライマーセット（QI5', m2-2-33，第１表）および同RNA３の全長を増幅するプライ
マーセット（CMV3I5', CMV3I3'，第１表）を用い，RNA LA PCR Kit （AMV） Ver.1.1
（TaKaRa）を使用し添付説明書に従って各全長ｃDNAを増幅した。プライマーのうちQI5', m2-
2-33は，北海道大学大学院農学研究院，増田税教授より提供いただいた。増幅産物をSizeSep
400 Spun Columns （Amersham Pharmacia Biotech Inc, UK）で精製し，pT7BlueT-Vector
（Novagen, USA）またはTOPO TA Clonig Kit （Invitrogen）を用いてクローニングした。シーク
エンスは，全長cDNAが挿入された精製プラスミドを鋳型に，第１表のプライマーによるPrimer
Walking法で行った（第１図）。5'および3'末端配列の決定は，純化ウイルスから抽出したRNAを


































































ことが示された。トマトのえそ症状に関与するといわれている領域（MASUTA et al., 1990,

















































域，ROOSSINCK et al., 1997, YAMAGUCHI et al., 2005）に顕著な変異は認められなかった。
７．sat55-1および「No.4-7」の安全性
sat55-1のタバコによる継代接種の病徴（第２表）と変異率（第３表）から明らかなように，






























ある（HARRISON et al., 1987, JACQUEMOND et al., 1988, MASUTA et al., 1994, MCGARVEY et al., 1994, PENA
et al., 1994, SAITO et al., 1992, SAYAMA et al., 1993, TIEN et al., 1991, YIE and TIEN, 1993, YIE et al.,






ている（小坂，1997，KOSAKA et al., 2006）。
本来弱毒ウイルスは，自然株の選抜や，薬剤，紫外線，温度処理等による変異株の作出により行
われていた。しかしながら，より安定的な弱毒ウイルスを得るために，遺伝子組換え技術を使っ
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Summary
A transgenic tomato line,“No.4-7”, expressing a satellite RNA 55-1 of Cucumber mosaic virus (CMV),
which shows resistance to CMV, has been developed. We previously reported the genetics and virus
resistance of“No.4-7”(KAWABE et al., 2002) and also results of evaluation of the biosafety of transgenic
tomato“No. 4-7”in terms of influence on agricultural traits and the environment (IWASAKI et al., 2005).
This is the third and last report on the transgenic tomato line“No. 4-7”. We passaged a satellite RNA 55-1
of CMV with its helper virus to determine whether a satellite RNA that attenuated CMV-induced disease
on tobacco or tomato plants could mutate to a pathogenic form. No remarkable symptom was observed on
the test plants after 10 passages. The sequence diversity of satellite RNA 55-1 of“No. 4-7”was checked in
various cases: genomic DNA, its transcribed RNA, satellite RNA repackaged in a helper virus, satellite
RNA with a helper virus transmitted into other plants by an aphid, and satellite RNA in a plant for a long
period. The rate of mutation in the sequence of satellite RNA 55-1 was from 0 to 1.9%, and no change of
pathogenicity from attenuate to severe was observed. These results prove the biosafety of the transgenic
tomato line“No. 4-7”. Guidelines for assessment of the biosafety of a satellite RNA are also proposed.
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